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Det er fremstilt tort fiskemuskelprotein i pilotskala. Mesteparten av fettet ble fiernet fra proteinet
ved etanolekstraksjon. Ved Institutt for Medisinsk Biologi, UiT, er proteinpulveret brukt i
foringsforsgk med rotter for a studere utvikling av hjerte/kar-sykdommer og diabetes I

Det er utfart laboratorieforsgk for & utvikle metoder til utvinning og fettekstraksjon av rensede
fraksjoner av torskemuskelprotein i pilotskala. De oppnadde resultater viser at bade
sarcoplasma- og myofibrillfraksjon kan fremstilles ved ekstraksjon av torskemuskel ved hjelp av
metoder som lett kan oppskaleres til pilotskala med utstyr som allerede er tilgjengelig i
prosesshall ved Nofima Marin i Tromsg.

Resultater fra det farste foringsforsgk med rotter ved IMB viste ikke at torskeprotein i foret bidro
til & hindre en diabetes fenotyp mhp hjertets metabolisme. Forsgkene blir imidlertid gjentatt da
mye tyder pa at fastetiden fgr féringsforsgket hadde veert for lang.

Foéringsforsgk med rotter er utfgrt ved Laval University, Quebec, men detaljerte resultater er
forelagpig ikke mottatt. Det ble ikke oppnadd stor vektakning hos rottene, slik som forventet, og
de fysiologiske testene (bla test for insulinfalsomhet) var vanskelige & tolke. Sa snart detaljerte
resultater foreligger, vil disse bli ettersendt.

Ved en viderefgring av prosjektet, der malsetningen er a klarlegge muskelkomponentenes
biologiske virkemate, vil det veere naturlig & gjgre dyreforsgk eller humane studier der
forskjellige muskelproteinfraksjoner framstilles i pilotskala og inngar i parallelle forsgksserier.
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1 Innledning

Nofima har etablert et program for videreutvikling av kompetanse innenfor temaomradet
"Sjgmat og helse”. Programmet har som malsetting & styrke kompetansen gjennom et
samarbeid mellom instituttet og flere miljg ved Universitetet i Tromsg, samt sgrge for tilgang
pa internasjonal spisskompetanse pa omradet.

Livsstilsykdommer er et gkende problem. Dette skyldes ofte feil kosthold, og overflod av mat
kombinert med lite mosjon. Hjerte/kar sykdommer har lenge veert den viktigste av
livsstilsykdommene. Kampanjer mot rgyking og @kt bevissthet rundt bruk av umettet marint
fett, har her bidratt til en positiv utvikling. Vitenskapelige undersgkelser har bekreftet at okt
inntak av sjgmat er det beste forebyggende middel mot hjerte/kar sykdommer.

Det er na en eksplosiv vekst i forekomsten av diabetes Il, som regnes som en av de stgrste
helsemessige utfordringer i kommende ar. Det registreres samtidig en gkende frekvens av
overvekt ogsa blant de yngre. Hver attende innbygger i New York har i dag diagnosen
diabetes Il, og uten tiltak er det sannsynlig at utviklingen i Norge gar i samme retning. Det er
vist at ingredienser i sjgmat innvirker pa utviklingen av diabetes Il, men virkemekanismene er
ikke kjente. Det er likevel bred enighet om at det & gke inntaket av sjgmat, trolig er et godt
tiltak for & bedre den allmenne helsetilstand i befolkningen.

Nofima Marin har i de siste to ar drevet aktivt nettverksarbeid for & kunne tilfere mest mulig
kompetanse pa omradet "Sjgmat og helse”. Det har veert seerdeles viktig a knytte medisinske
forskningsmiljg til de tekniske forskningsmiljger pa en slik mate at helsemessig
dokumentasjon kan formidles og komme til anvendelse. Som et ledd i gjennomfgringen av
programmet "Sjgmat og helse” er det knyttet kontakter til flere miljig ved Universitetet i
Tromsg. Det er etablert et samarbeid med professor Edel Elvevoll ved Norge
Fiskerihggskole (UiT) og professor Bjarne QOsterud ved Institutt for medisinsk biologi (UiT)
vedrgrende problemstillinger rundt prosessering av sjgmat og tap av komponenter i sjgmat
med positiv helsemessig virkning. Det er videre innledet et samarbeid med professor Terje
Larsen ved Institutt for medisinsk biologi (UiT) om betydningen av sjgmat for & forebygge
utvikling av diabetes Il. Terje Larsen er gjennom Fiskeriforsknings internasjonale kontakter
knyttet opp til professor André Marette ved Laval University, Quebec, Kanada, som allerede
har gjort banebrytende arbeid relatert til torskeprotein og utviklingen av diabetes.

Fiskeriforskning har i over 20 ar samarbeidet med Universitetet i Tromsg (prof. Bjarne
Dsterud, IMB) nar det gjelder betydningen av fiskeolje i bekjempelse av hjerte/kar-
sykdommer, et arbeid vi mener har veert sveert vellykket. Dette prosjektet innleder et
tilsvarende samarbeid mellom Nofima Marin og Universitetet i Tromsg nar det gjelder &
undersgke effekten av fiskeproteiner mot utvikling av diabetes. Prof. Terje Larsen ved IMB,
har hgy kompetanse pa diabetesstudier pa mus (Bratkovsky, et al., 2006; Hafstad et al.,
2007; Aasum et al., 2005). Han benytter to musetyper; en sakalt db/db mutant som har en
aggressiv diabetestype som ligner pa diabetes Il hos mennesker, og en mer vanlig musetype
som har utviklet diabetes pa grunn av lang tids féring pa fettrik diett. Det er tidligere utfart ett
forsgk med bruk av fiskeprotein (framstilt av Fiskeriforskning) i dietten til disse musetypene,
men forsgkene var mislykket fordi det oppsto nyresvikt hos musene.



Nofima Marin bidrar i dette prosjektet fgrst og fremst med sin kompetanse pa fiskerastoff og
fiskeproteiner, men instituttet har ogsa tilegnet seg basiskompetanse gjennom forskning pa
bioaktive proteiner og peptider fra marine rastoffer. Eksempler pa dette er pavisning og
karakterisering av peptider som hindrer utvikling av aids-virus, peptider som ved kontrollert
inntak kan redusere hgyt blodtrykk (ACE-hemmere) (Bordenave et al.,, 2002) og
immunstimulerende og antibakterielle histonproteiner fra torsk (Pedersen et al., 2003;
Pedersen et al., 2004). Instituttet har ogsa forskningskompetanse med naer tilknytning til
Terje Larsen’s gruppe pa IMB (Aasum et al., 2005).

Fiskeriforskning har allerede framstilt et praveparti pa ca 10 kg torskemuskelprotein som er
sendt til Laval Universitety i Kanada. Dette benyttes na til forskjellige in vivo forsgk som har
til hensikt a kartlegge positive effekter av fiskemuskelprotein mot utvikling av diabetes Il. Det
blir her lagt vekt pad & male effekter av proteindelen. Best mulig fijerning av fettstoffer, og
karakterisering av restfettstoffer er viktig for & kunne skille mellom effekter av fett og protein.
Et viktig element i dette prosjektet er derfor & undersgke hvordan fettet kan fiernes mest
mulig effektivt i pilotskala med kommersielt tilgjengelig utstyr.



2 Materialer og metoder

Filét av torsk (Gadus morhua) har veert rastoff i forsekene som er utfgrt. Det er benyttet bade
villfanget torsk og oppdrettstorsk, og starrelsen har veert 2-5 kg rundfiskvekt. Fisken er brakt
til kjglerom pa is, hvor den er handfilétert og avskinnet.

Homogenisering
Ved forsgk i laboratorieskala er torskefilét homogenisert med "Waring blender” eller malt pa
kjottkvern, mens det ved pilotskalaforsgk er benyttet hurtighakke (Kramer - Grebe).

Protein
Protein ble malt med Kjeldahl-metoden etter oppslutning av pravene i svovelsyre.

Tarrstoff og aske (mineralsalter)
Tarrstoff ble bestemt gravimetrisk etter tgrking ved 105°C og aske etter ca 20 timer ved
550°C.

Totalt fettinnhold
Totalt fett ble bestemt ved Soxhlet-ekstraksjon med petroleum benzene og ved Bligh &
Dyer’s metode.

Aminosyreanalyse
Aminosyresammensetning ble bestemt etter hydrolyse med 6 N HCI i 24 timer, derivatisering
med phenylisothiocyanat og separasjon pa HPLC.

Etanolekstraksjon av lufttgrket (40°C) og frysetgrket torskemuskel

Hvit muskel fra oppdrettstorsk ble malt pa kjettkvern. Tarrstoff, aske og fett (Bligh & Dyer) ble
bestemt. To porsjoner muskelmasse (300 g) ble frysetagrket eller lufttarket (40°C). Tarket
muskel (15 g) ble tilsatt etanol (60 ml) og ekstrahert ved sakte omrgring 30 min ved 25°C.
Prevene ble sa sentrifugert ved 2000 x g, og supernatantvolum ble bestemt. Dette forsgket
ble utfart farst og fremst for & sammenligne hvor mye etanol som ble absorbert i henholdsvis
frysetorket og lufttgrket (40°C) torskemuskel, fordi dette har avgjgrende betydning for hvor
effektivt fettet kan ekstraheres fra muskelmassen.

Pilotskalaforsgk med framstilling av avfettet torskemuskelpulver

Nitti kg slayd og hodekappa fersk torsk (& 2-3 kg) ble transportert pa is fra Batsfjord. Fisken
ble filétert ca to dager etter fangst, skinnet og homogenisert pa hurtighakke (Kramer —
Grebe). Fiskemassen ble koagulert ved tilfgrsel av steam til temperatur ca 60°C. Massen ble
sa tarket pa Hozokawa vakuumterke. Etter 5-6 timers tgrking ble terka temt, rensket og fylt
pa nytt far tre timers sluttagrking ble utfart. Tart pulver (5.9 kg) ble sa ekstrahert med etanol
for & fjerne mest mulig fett. Ekstraksjonen ble utfgrt i en lukket, roterende, skrastilt
tennekonteiner (Scaniro) (®: ca 60 cm; h: ca 90 cm). Konteineren hadde fire avrundete,
langsgaende, innvendige skovler og et indre volum pa ca 250 I. Rotasjonshastigheten var 8
rpm og ekstraksjonstemperatur var 27°C. Det ble utfart ekstraksjon i to trinn. Farst ca 90 min
med 17 | etanol hvoretter 10 | etanolekstrakt ble dekantert av og 13 | ren etanol ble tilfart. |
andre trinn ble ekstrahert i ca 30 min hvoretter 15 | etanolekstrakt ble dekantert av. Samlet
ekstraktvolum ble dermed 25 |. Ekstrahert, etanolfuktig pulver ble lufttgrket tre dager i avtrekk
ved 20°C i en gjennomstrgmningstarke med filterbunn.



Framstilling av myofibrillprotein (metodeutvikling)
Torskemuskel inneholder 75-80 % myofibrillprotein, nesten 20 % sarcoplasmaprotein og 2-3
% bindevevsprotein (Haard, 1995).

En standardmetode for ekstraksjon av torskemyofibrillprotein er & homogenisere
torskemuskel i 4 deler fosfatbuffer (pH 7.5) tilsatt 0.45 M KCI. Etter en time pa kjglerom
tilsettes pa nytt 4 deler buffer, blandingen homogeniseres og sentrifugeres for & fjerne
bindevevsproteiner. Supernatanten inneholder nd bade sarcoplasma- og myofibrillprotein.
Ved laboratorieforsgk utfelles sa myofibrillproteinet ved dialyse for a skille det fra
sarcoplasmafraksjonen som sediment etter sentrifugering (Hjelmeland og Raa, 1979). Ved
framstilling av prevemateriale i pilotskala er det komplisert & benytte dialyse som et
fraksjoneringstrinn. | dette prosjektet ble det derfor utviklet en metode der fortynning med
vann ble benyttet i stedet for dialyse.

En opplgsning av torskemyofibrill, framstilt ved standardprosedyre, ble tilsatt forskjellige
volumer (fra 0.5 del til 5 deler) kaldt vann og satt til henstand over natt ved ca 5°C. Klar
vannfase ble dekantert fgr protein/vannfase ble sentrifugert (40 min, 7000 x g) og
proteinsedimentet veid. Disse malingene viste hvor stor fortynning som var ngdvendig for a
oppna effektiv utfelling av myofibrillprotein.

| lepet av prosjektperioden ble det ikke behov for a framstille myofibrillprotein i pilotskala. Da
dette trolig vil bli aktuelt ved en viderefgring av arbeidet, ble det satt opp et laboratorieforsgk
der det ble benyttet tekniske Igsninger som lett kan oppskaleres til pilotskala med
eksisterende utstyr i prosesshall hos Nofima Marin.

Fersk torskemuskel, 100 g, ble skaret i smabiter og tilsatt 200 ml 0.45 M KCl-lgsning. Etter
homogenisering (1 min, Waring blender) (dette trinnet kan oppskaleres til 5 -10 kg
torskemuskel i "Robot coupe”- hurtighakker), ble pH justert til 7.5, og blandingen satt il
henstand pa kjglerom (10° C) en time fgr nye 200 ml KCl-lgsning ble tilsatt. Etter ny
homogenisering og henstand ca 40 min pa kjglerom, ble blandingen sentrifugert (40 min,
7000 x g) for a fjerne uopplast bindevevsprotein (Dette trinnet utferes oppskalert med
dekantersentrifuge.). Supernatant (438 g) ble tilsatt 5 deler vann (2.19 1) og blandingen fikk
sta over natt ved 4°C (I pilotskala kan 1000 | plastkonteiner brukes) fgr utfelt myofibrillprotein
ble sentrifugert fra. Dette trinnet vil trolig veere lettest & oppskalere ved bruk av konvensjonelt
separatorutstyr som er tilgjengelig i forsgkshall. Slam/sedimentfasen, som inneholder
myofibrillproteinet, ble frysetgrket (pilotskala frysetarking kan leies hos tromsgbedrift).

Etanolekstraksjon av frysetgrket myofibrillprotein

Analyser viste at myofibrillproteinfraksjonen ogsa inneholder ca 0.5 % fett (Soxhlet). Det ble
gjort forsgk med etanolekstraksjon i to trinn for a bestemme praktisk og teoretisk
ekstraksjonseffektivitet.

Rotteforsgk ved IMB UiT
Det ble gjennomfart féringsforsgk med rotter, inndelt i falgende grupper (n=10 per gruppe):

Kontroll: Rotter foret med standard rottefér. Casein: Rotter foret med diett tilsatt casein i
tillegg til hayt fett- og sukkerinnhold. Casein + omega-3: Rotter foret med diett tilsatt casein
og 1% omega-3 i tillegg til hayt fett- og sukkerinnhold

Torsk: Rotter foret med diett tilsatt torskeprotein i tillegg til hgyt fett- og sukkerinnhold

Rottene ble foret i 2 maneder, deretter avlivet. Det ble tatt vevspraver, og hjertene ble brukt i
metabolismemalinger.



3 Resultater og diskusjon

Det er kjent at marint fett har egenskaper som kan redusere risiko for & fa en rekke
forskjellige sykdommer. Ettersom vi her er ute etter & undersgke om fiskeproteiner kan ha
lignende egenskaper, er det viktig & fjerne mest mulig av fettet fra muskelmassen far
forsgksserier settes opp. Nar vi bruker torskemuskel som rastoff, er det seerlig fordi den i
utgangspunktet har et sveert lavt fettinnhold (bare 0.6-0.7 %).

Torskemuskel inneholder hovedsakelig polare lipider, og phosphatidylcholin er dominerende
lipidklasse (Ackman, 1995). Ved ekstraksjon av slike lipider er det derfor naturlig a velge et
polart fettlgsningsmiddel som etanol. Andre fordeler med etanol er liten toxisitet overfor dyr
og mennesker, men sterkt hemmende virkning pa bakterievekst.

3.1 Muskelfett og fettekstraksjon

| et innledende pilotforsgk ble tgrket torskemuskelpulver (12 kg) ekstrahert med etanol (50 I).
Ved denne ekstraksjonen, som var en ettrinnsekstraksjon, ble ca halvparten av fettet fiernet.
Lipidsammensetning i restfettet ble analysert og er vist i Tabell 1.

Tabell1  Kvantitativ sammensetning av restfett i torskemuskelpulver etter etanol-
ekstraksjon (ett trinn), angitt i g/ 100 g lipid.

Triacylglycerol 20
Diacylglycerol <05
Monoacylglycerol <1
Frie fettsyrer 54
Kolesterol 7.8
Kolesterol estere <05
Phosphatidyletanolamin 7.3
Phosphatidylinositol 0.7
Phosphatidylserin 1
Phosphatidylcholin 26
Lyso-Phosphatidylcholin 1.5
Totale polare lipider 36,5
Totale ngytrale lipider 64.0

Tabellen viser at muskelpulverets restfett inneholder mer av ngytrale- enn av polare lipider.
Dette bekrefter at det polare lgsningsmiddelet etanol gir mer effektiv ekstraksjon av den
polare fettfraksjonen som i utgangspunktet er dominerende i torskemuskel (Ackman, 1995).

Det er gjort forsgk som tyder pa at proteinfasen fra torskemuskel kan ha positiv helseeffekt
bade nar det gjelder utvikling av diabetes Il og hjerte/karsykdommer, men virkemekanismene
er ukjent. Dermed er det ogsa usikkert om proteinets tilstand, om det er nativt eller
denaturert, er avgjerende for virkningen. Det var derfor relevant &8 sammenligne effektiviteten
av fettfjerning fra frysetarket (nativt protein) og luftterket (denaturert protein).



Til slike forsgk ble benyttet fersk muskel fra oppdrettstorsk med folgende kjemiske
sammensetning:

Totalt tarrstoff: 19,0%
Vann: 81,0%
Protein: 17,5 %
Aske: 1,1 %
Fett (Bligh & Dyer) 0,43 %
Fett (Soxhlet) 0,3 %

Soxhlet-ekstraksjon med petroleum benzene gir ikke fullstendig ekstraksjon av de mest
upolare fettstoffene, sa Bligh & Dyer's metode regnes for a gi et mer riktig svar nar det
gjelder rastoffer med mye phospholipider, slik som fiskemuskel. Pa tarrstoffbasis utgjer fettet
2.3 % (Bligh & Dyer).

Det viste seg at finfordelt "pulver” av frysetgrket muskelmasse absorberte mye mer etanol
ved ekstraksjon enn muskelmasse lufttarket ved 40°C. Etter sentrifugering (2000 x g, 15
min), ble det bestemt fglgende etanolmengder i muskelmassesediment:

Frysetarket pulver: 3.21 | etanol/kg pulver
Luftterket pulver: 083 - / .

Dette viser at mye mindre etanol trengs for & ekstrahere fett fra lufttarket (denaturert)
muskelmasse enn fra fryseterket (nativ) muskelmasse.

Et ekstraksjonsforsgk med luftterket muskelmasse ga felgende resultat:

Ettrinns-ekstraksjon (15 g + 60 ml):

Total ekstrahert mengde: 2.4 % av terrstoff
Totrinns-ekstraksjon (15 g + (35 + 25) ml):

Total ekstrahert mengde: 3.2 % av tgrrstoff

Total ekstrahert mengde er litt hgyere enn totalmengde fett malt med Bligh & Dyer's metode.
Dette skyldes at etanolen i tillegg til fettstoffer ogsa ekstraherer en del andre relativt upolare

komponenter som finnes i muskelens sarcoplasmafraksjon.

3.2 Framstilling av torskemuskelprotein i pilotskala

Fra 90 kg sleyd og hodekappa torsk ble det framstilt 37.75 kg fiskemuskelmasse. Etter
koagulering ved 60°C veide massen 40.5 kg. Totalt pulverutbytte etter tarking var 5.9 kg.
Dette tilsvarer bare 15.6 % av fiskemassen, men noe pulver gikk tapt fordi det klebet seg til
tarkeveggen. Etter ekstraksjon i to trinn med 17 + 13 | etanol og luftterking ble det oppnadd
et utbytte pa 5.76 kg. Tabell 2 viser kjiemisk sammensetning av oppmalt muskelmasse og
tort pulver far og etter etanolekstraksjon.



Tabell2  Kjemisk sammensetning av muskelmasse og tert muskelpulver fgr og etter
etanolekstraksjon (% w/w).

Muskelpulver

Muskelmasse For ekstraksjon Etter ekstraksjon
Tarrstoff: 18,6 96,5 92,7
Protein: 17,6 90,2 89,0
Fett (Soxhlet): - 0,8 0,2
Fett (Bligh & Dyer): 0,44 - -
Aske: 1,1 5,98 5,35

Tabellen viser at ca ¥%-deler av fettet blir fiernet nar 6 kg muskelpulver ekstraheres med 17 +
13 liter etanol ved 27°C.

Ved dekantering av etanol etter ekstraksjonstrinnene ble det oppnadd henholdsvis 10.0 og
15.22 liter. Ut fra dette kan vi beregne ekstraksjonsutbytte ved ideell ekstraksjon): teoretisk
ekstraktutbytte:

Farste trinn: 100 % x 10.0 | = 58.82 %
17 |

Andre trinn: 41.18 % x 15.22 | = 31.34 %
(7 +13)I

Til sammen: 90.16 %

Beregningen viser bedre resultat enn praktisk resultat, men maleresultat er beregnet ut fra
maleverdier med bare ett tallsiffer og n@yaktigheten er begrenset av dette.

Ut fra tabellen kan beregnes at mengde aske av tarrstoff reduseres fra 6.2 til 5.8 % under
etanolekstraksjonen. Dette viser at ogsa sma mengder mineraler blir opplast i etanolen.

Starstedelen av prgvematerialet fra pilotforsgket er benyttet til in vivo- forsgk med rotter ved
IMB under ledelse av professor Terje Larsen.

3.3 Rensing av myofibrillfraksjonen.

Dersom virkemekanismer av torskeproteiner in vivo skal klarlegges, er det viktig a se
naermere pa virkninger av definerte proteinfraksjoner. Det arbeid som her beskrives er
metodeutvikling for framstilling av myofibrillprotein fra torskemuskel i pilotskala.

Ekstraksjon av myofibrill og fijerning av bindevevsprotein ble utfort etter standardprosedyrer
som lett lar seg oppskalere. Selektiv utfelling av myofibrillprotein ble imidlertid utfart ved hjelp
av fortynning av ekstraktet med vann i stedet for ved dialyse, som er standardprosedyre.
Figur 1 viser hvor effektiv myofibrillutfellingen er som funksjon av forskjellig fortynningsgrad
av en myofibrillgsning i 0.45 M KCI.
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Figur 1 Mengde myofibrillsediment som funksjon av mengde vann (ml) tilsatt 100 ml av
myofibrilllasning (0.45 M KCI).

Figuren viser at myofibrillutfellingen naermer seg optimum nar fortynningsgraden er 5 : 1, og
denne fortynningsgraden ble derfor benyttet i et pafelgende eksperiment som hadde il
hensikt & fa et mest mulig realistisk utbyttemal ved et forseksopplegg som lett kan
oppskaleres i forsgkshall med eksisterende utstyr.

Omkring 75-80 % av proteinet i torskemuskel er myofibrillprotein. Dett betyr at 100 g
torskemuskel inneholder 12-13 g myofibrillprotein. | vart forsgk, der fortynning 1 : 5 ble
benyttet i stedet for dialyse, ble det totalt oppnadd 12.45 g produkt etter frysetarking.
Analyser viste at produktet inneholdt 13.13 % mineraler og 0.5 % fett (upolar fettfraksjon;
Soxhlet-ekstrakt). Dette betyr at mengde myofibrillprotein oppnadd var ca 10.75 g (vil
inneholde litt fosfolipider). Dette betyr at myofibrillutbyttet var ca 80-85 %. Dette ma sies a
veere sveert godt og viser at metoden er velegnet til framstilling av myofibrillprotein i
pilotskala. Eksempelvis skal det vaere mulig a framstille ca 1 kg myofibrillprotein fra 10 kg
torskemuskel.

Forsgk utfart med frysetarket eller fryselagret torskemuskel ga darligere utbytte. Dette viser
at ferskt rastoff bar benyttes ved ekstraksjon av myofibrillprotein.

Det er uvisst om medisinske effekter av fiskemuskelproteiner er avhengige av native (ikke
denaturerte) molekyler, og tidligere forsgk med tarket muskelpulver indikerer at det trengs
mindre ekstraksjonsvolumer for a fijerne fett fra denaturert enn fra nativt materiale. Dette
skyldes i fgrste rekke at nativt protein absorberer stgrre mengder lgsningsmiddel enn
denaturert protein.

Ved ekstraksjon av nativt myofibrillprotein fra torsk med etanol, viste det seg at 1 g protein
etter ekstraksjon (60 min, 20°C) og sentrifugering (20 min, 2000 x g) absorberte 12.5 ml
etanol. Nar sedimentet ble resuspendert og ekstrahert en gang til i et nytt volum etanol (>
12.5 ml) var absorbert etanolvolum i sediment det samme som etter fgrste ekstraksjon): i
dette tilfelle 12.5 ml.



Ved ekstraksjon av 1.00 g myofibrill (96.5 % tarrstoff) med 20 ml etanol ble 1.25 % tarrstoff
ekstrahert ut. Ved ekstraksjon med 2 x 20 ml ble til sammen 2.66 % av tarrstoffet ekstrahert.
Dersom vi gar ut fra 1.25 % ekstrahert torrstoff ved farste ekstraksjon og beregner teoretisk
utbytte ved andre ekstraksjon, blir resultatet slik:

(1.25 % x 12.5 ml x 20 mI)/(7.5 ml x 27.5 ml) = 1.52 %.
Totalt teoretisk utbytte blir da: 1.25 % + 1.52 % = 2.77 %
Ettersom malt utbytte (2.66 %) er ganske likt teoretisk utbytte (2.77 %), er det relevant a
beregne teoretisk utbytte ved forskjellige ekstraksjonsvolumer. Dersom vi velger to-trinns

ekstraksjon av torskemyofibrill med etanol, kan vi sette opp faglgende uttrykk for
ekstraksjonseffektivitet :

Vtot = Totalt ekstraktantvolum; X = Farste ekstraktantvolum; S = ekstraktantvolum i
sediment; Y = ekstraksjonseffektivitet i %.

Y =100 % ((X = S)/ X) + 100 % (1- (X — S)/X) (Vtot — X)/ (Vtot — X + S)

Dersom vi tar utgangspunkt i forsgket med to-trinns ekstraksjon av 1.00 g myofibrill med
totalt 40 ml etanol, kan vi illustrere ekstraksjonseffektiviteten med Figur 2:

Etanolekstraksjon av myofibrillprot.
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Figur 2 Teoretisk ekstraksjonsutbytte (i % av ekstraherbart materiale) som funksjon av
farste ekstraktantvolum dersom én vektdel torskemyofibrill ekstraheres med totalt
40 volumdeler etanol.

Figuren viser at best ekstraksjon blir oppnadd dersom 26.25 ml etanol brukes i fgrste
ekstraksjonsvolum. Dette viser seg a vaere det volum som gir samme supernatantvolum etter
sentrifugering (her 13.75 ml) i begge ekstraksjonstrinn. Det er grunn til a tro at dette ogsa vil
veere tifelle ved andre ekstraksjonsvolumer, selv om matematisk bevis for dette her ikke er
utledet.



Muskelprotein kan deles i tre hovedgrupper; myofibrillproteiner som utgjer det kontraktile
apparatet (hos torsk: 75-80 %), sarkoplasmaproteinene som er globuleaere vannlgselige
proteiner med utallige biokjemiske funksjoner (enzymer etc) (15-20 %) og bindevevsproteiner
(seerlig kollagen) som opprettholder fysisk struktur (2-3 %). Tabell 3 viser
aminosyresammensetningen for disse tre fraksjonene fra torskemuskel.

Tabell 3 Aminosyresammensetning (g/100 g aminosyrer) i hydrolysater av
torskemuskel og av de tre hovedfraksjonene av proteiner fra torskemuskel.

Aminosyre Torskemuskel Myofibrillfraksjon Sarcoplasmafraksjon Kollagen*
Asparaginsyre 9,8 11,5 11,5 6,4
Glutaminsyre 15,2 16,7 11,9 9,7
Hydroksyprolin - - - 6,8
Serin 4,8 4,6 4,5 6,1
Glycin 53 4,0 59 24,9
Histidin 23 2,2 2,8 1,7
Arginin 71 6,9 7,0 8,6
Treonin 4.9 4.5 4,3 2,5
Alanin 6,3 57 6,9 8,5
Prolin 3,7 29 3.1 10,4
Tyrosin 3,5 4.0 3,3 0,8
Valin 54 55 6,4 1,8
Metionin 3,6 3,7 3,2 23
Isoleucin 5,0 5,2 55 1,3
Leucin 8,7 8,9 8,3 24
Fenylalanin 4,5 4,2 5,7 1,8
Lysin 9,7 9,7 9,6 3,7

*Arnesen & Gildberg (2007)

Tabellen viser, som forventet, at det er liten forskjell i aminosyresammensetning mellom
torskemuskel og myofibrillfraksjonen, som er muskelens hovedproteinfraksjon.
Myofibrillfraksjonen inneholder noe mer av den typiske “kjgtt-aminosyren”; glutaminsyre og
asparaginsyre og noe mindre av de typiske “kollagen-aminosyrene”; glycin og prolin.
Sarcoplasmafraksjonen har en aminosyre-sammensetning som ligner den il
myofibrillprotein, men inneholder mye mindre glutaminsyre og noe mer glycin, alanin og
fenylalanin. Strukturproteinet kollagen avviker sterkt fra de tre andre, forst og fremst pa
grunn av sitt hgye glycininnholdet.

3.4 Bioaktive stoffer i torskemuskel

| utgangspunktet er torskemuskel, eller fiskemuskel generelt, ganske lik muskel fra andre
hgyere dyr. Spesielt gjelder dette det kontraktiie muskelapparat som bestar av
myofibrillproteiner. Den kjemiske sammensetning av bindevevsfraksjonen er ogsa sveert lik
tilsvarenede vevsfraksjoner hos pattedyr. Sarcoplasmafraksjonen, som bade inneholder
sveert mange forskjellige globulzere proteiner og dessuten en lang rekke forskjellige
ekstraktivstoffer, er trolig den hovedfraksjon som avviker mest bade mellom forskjellige
fiskeslag og mellom fisk generelt og og varmblodige dyr. En kvalifisert gjetning ville derfor
tilsi at; dersom det pavises spesielle biologisk effekter ved inntak av fiskemuskelprotein, vil
det vaere mest naturlig a lete etter spesielle virkestoffer i sarcoplasmafraksjonen. Det er godt
kjent at muskel fra marin fisk er rik pa ekstraktivstoffer som taurin, trimetylaminoksid og en
rekke forskjellige aminer. Dessuten har fiskemuskel generelt et hgyere innhold av frie
aminosyrer og sma peptider enn det en vanligvis finner hos varmblodige dyr (Haard, 1995).
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Renfremstilling av myofibrillproteiner er allerede beskrevet, og renfremstilling av
sarcoplasmafraksjonen vil delvis veere samme prosdyre. Muskelen inneholder mindre
sarcoplasmaprotein enn myofibrillprotein, men det vil veere enkelt a renframstille
sarcoplasmaproteiner ved homogenisering, vannekstraksjon og inndamping av vannlgselig
fraksjon etter fraseparasjon av sediment ved sentrifugering. Sedimentet vil inneholde bade
myofibrillproteiner og bindevev, og dersom det benyttes mager fiskemuskel, vil trolig
mesteparten av fettet ogsa vaere bundet til sedimentfraksjonen.

Dette viser at det vil vaere relativt enkelt & framstille bade sarcoplasma- og myofibrillfraksjon
i pilotskala. Det vil imidlertid kreves noksa store rastoffmengder dersom
sarcoplasmafraksjonen skal benyttes som proteinkilde i starre féringsforsgk.

3.5 Resultater fra rotteforsgk utfart ved IMB

Kontrollgruppen (tilfert casein-for) hadde en 50% w@kning i kroppsvekt fra foringsstart til
avlivning. De tre "behandlede” gruppene hadde en gkning pa ca. 80% i kroppsvekt. Gruppen
foret med torskeprotein hadde den hgyeste vektgkningen, men det var ikke signifikant
forskjell i forhold til de andre behandlede gruppene.

Mengde abdominalt fett gkte signifikant i de behandlede gruppene i forhold til kontroller, men
det var ingen forskjell mellom de behandlede gruppene.

Det ble registrert et skifte i stoffomsetningen fra glukose- til fettforbrenning i de behandlede
gruppene (se figur 3), noe som tyder pa en diabetisk fenotype.

Funksjonsmalinger i hjertet (aortaflow, koronarflow og trykk i venstre ventrikkel) avslgrte
ingen forskjeller mellom kontroller eller behandlede grupper.
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Figur 3 Oksidasjon av glukose og palmitat i hjertevev fra rotter etter féring med
forskjellige fértyper.
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Under de gitte forutsetningene tyder resultatene fra denne forsgksserien pa at torskeprotein
ikke har hindret utviklingen av en diabetisk fenotype mhp hjertets metabolisme. Serien skal
imidlertid gjentas da fasteperioden for rottene far forsgk kan ha veert i lengste laget. | tillegg
skal det tas glukosetoleranse-tester underveis i foringsforsgket for & undersgke
insulinsensitiviteten.

3.6 Kjemisk sammensetning av torskemuskelprotein framstilt i pilotskala
til nytt foringsforsek i 2009

Proteinpulveret hadde folgende kjemiske sammensetning:

Protein: 90,1 %

Aske: 50%
Fett: 0,3 %*
Vann: 7,2 %

* Det ble malt lite fett. Malingen blir dermed litt ungyaktig, og det er grunn til & tro at
maleverdien (0.3 %) er noe for hay. Mer spesifikke lipidanalyser er ngdvendig dersom
ngyaktig fettinnhold skal bestemmes.

Aminosyresammensetning ble bestemt i hydrolyserte prgver av proteinpulver for og etter
etanolekstraksjon.

Tabell4  Mengde aminosyrer i hydrolysater av torskeprotein (g/100 g).

Aminosyre For etanolekstraksjon Etter etanolekstraksjon
Asparaginsyre 10,3 10,1
Glutaminsyre 15,7 15,5
Serin 4.6 4.7
Glycin 4,8 47
Histidin 24 2,4
Arginin 6,8 7,0
Treonin 4.5 4.5
Alanin 5,8 5,8
Prolin 3,3 3,5
Tyrosin 3,7 3,7
Valin 55 5,6
Metionin 4,0 3,8
Isoleucin 53 54
Leucin 8,6 8,7
Fenylalanin 4.3 4,3
Lysin 10,2 10,3

Tabell 4 viser at det er liten forskjell pa aminosyresammensetning i hydrolysater av dette
proteinpulveret fgr og etter etanolekstraksjon. Dette indikerer at spesifikke proteinfraksjoner i
liten grad ble ekstrahert bort under etanolekstraksjon.
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4 Konklusjon

Det er framstilt to pravepartier (a 5-6 kg) avfettet torskemuskelprotein som er brukt i til in vivo
— forsgk med rotter. Forsgkene er utfgrt under ledelse av professor Terje Larsen ved Institutt
for Medisinsk Biologi ved UiT.

Resultater fra rotteforsgkene ved IMB kunne ikke, under de gitte forutsetningene, vise at
torskeprotein har hindret utviklingen av en diabetisk fenotype mhp hjertets metabolisme.
Serien skal imidlertid gjentas da fasteperioden for rottene for forsgk kan ha veert i lengste
laget. | tillegg skal det tas glukosetoleranse-tester underveis i foringsforsgket for & undersgke
insulinsensitiviteten.

Et tilsvarende prgveparti (ca 10 kg torskemuskelprotein) er brukt til rotteforsgk ved Laval
University, Quebec. Detaljerte resultater er forelgpig ikke mottatt, men det ble oppnadd
mindre vektgking hos rottene enn forventet. De fysiologiske testene (blant annet test for
insulinfalsomhet) var derfor vanskelige a tolke. Resultater vil bli ettersendt sa snart de er
mottatt.

Ettersom ingen av samarbeidspartnerne er helt ferdige med sine in vivo- forsgk med hel
torskemuskel, er det ikke utfgrt rensing av forskjellige muskelproteinfraksjoner i pilotskala.
For a tilrettelegge for slik produksjon, er det utviklet metoder pa laboratoriet som viser at det
er mulig a framstille separate fraksjoner med utstyr som er tilgjengelig i prosesshall ved
Nofima Marin i Tromsg. Dermed vil det lett kunne framstilles bade myofibrill- og
sarcoplasmaproteiner i kg-skala, nar dette skulle veere gnskelig.

Dersom det pavises klare biologiske effekter ved féringsforsgk med torskemuskelprotein, vil
det veere naturlig & utfere tilsvarende forsgk med mer definerte proteinfraksjoner. Det er kjent
at det er starre forskjell mellom sarcoplasmafraksjoner fra fisk og varmblodige dyr enn det er
mellom myofibrillfraksjonene. Bade forsgk med renset myofibrill- og forsgk med renset
sarcoplasmaprotein vil kunne avslgre om eventuelle effekter skyldes bioaktive stoffer som er
knyttet til en bestemt av disse fraksjonene.
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